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ELEVATION DU TAUX D' HEME OXYGYNASE AVEC DES DERIVES DE LA RHEINE 

La presente invention concerne le traitement en 
therapeutique humaine ou animale des affections necessitant 
une elevation du taux de l 1 enzyme heme oxygenase, par 
administration d'une dose efficace de rheine ou de diacerheine 
ou d'un de leurs sels ou esters, ainsi que 1 1 utilisation de la 
rheine ou de la diacerheine ou d'un de leurs sels ou esters 
pour la fabrication d f un medicament pour le traitement des 
affections necessitant une elevation du taux de 1' enzyme heme 
oxygenase, en agissant sur les causes de certaines conditions 
aigues et chroniques, en assurant la prevention et 
1' inhibition des effets du stress sur les cellules et les 
tissus, et en assurant la prevention et le traitement du re jet 
des transplantations d'organes et de tissus. 

La reaction du systeme immunitaire est un mecanisme 
physiopathologique de reponse k plusieurs types et formes 
d 1 agression qui ont pour objet l'organisme ("stress") . Cette 
reaction peut etre responsable de plusieurs formes 
pathologiques importantes, referencees par exemple dans 
Harrison's Principles of Internal Medicine , 14eme edition 
(1998), 749-754. Un grand nombre d'etudes ont ete consacrees 
aux m<§diateurs responsables du declenchement de la reaction 
des Elements du syst&me immunitaire, et au controle pharmaco- 
logique et therapeutique de cette reaction dans ses phases 
initiales. Ces Etudes ont permis de produire et mettre sur le 
marche des medicaments efficaces, par exemple dans le 
traitement de 1 1 inflammation aigue. 

Dans des conditions normales, les mecanismes de protec- 
tion et de reponse de l'organisme au stress (chimique, 
thermique, mecanique, infectieux, etc.) peuvent maitriser les 
causes qui sont k la base de la reaction, et arreter le 
processus. En effet, les chercheurs ont souvent constate que 
la reaction des 616ments du systdme immunitaire, aprfes une 
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premiere phase aigug, pouvait s ' attenuer ensuite dans une 
deuxieme phase. Cependant, peu d 1 etudes ont aborde la question 
de devolution benigne spontanee de cette reaction, et de son 
controle pharmacologique et therapeutique . 
5 En raison de la persistance des causes, et/ou de 1 1 inef - 

ficacite du traitement , la reaction des elements du syst&me 
immunitaire au stress peut devenir chronique. Le passage a la 
chronicite est frequent, peut se presenter sous plusieurs 
aspects pathologiques importants, references notamment dans 

10 Tarkowski A. et al. MoL Med, Today (1988) 4:15-18 ; et Levy 
B.D. et al., Nature Immunol. (2001) 2:612-619. La proble- 
matique liee a ce passage a la chronicite a suscite de 
nombreux travaux de recherche. Cependant, il n'existe aujour- 
d'hui que peu de traitements satisf aisants . De plus, meme a 

15 faibles doses ces traitements sont souvent mal toleres par les 
patients et peuvent provoquer des effets indesirables graves. 

Des travaux ont montre 1' influence de certains facteurs 
endogenes dans l 1 evolution benigne spontanee de la reaction 
des elements du systeme immunitaire. Ainsi, D. Willis et al. 

20 ( Nature Medicine (1996) 2: pp. 87-90) ont montre qu'une 
enzyme, la h6me oxyg<§nase-l (HO-1) , est exprimee progressive- 
ment dans les phases plus avancees de la reaction inflamma- 
toire aiguS, et precede la phase de resolution de cette 
reaction. Ainsi, un modele coherent des ev6nements principaux 

25 survenant au cours de cette reaction est illustre sur la 
Figure 1 (modele de pleurite induite apres injection de 
carrag6nine chez le rat), dans laquelle "HO-l", repr6sente le 
taux de l'heme oxygenase-1, "iNOS", la nitric-oxyde synthetase 
inductible, et "PGE 2 ", la prostaglandine E 2 . On observe que le 

30 taux de l'heme oxygenase croit progressivement avec le temps, 
et pr6c&de la diminution de la reaction des elements du 
systeme immunitaire . 

L' enzyme heme oxygenase appartient aux "heat-shock 
proteins" (HSP) : elle est connue egalement sous le nom de 

35 "heat-shock protein 32K" (HSP32)(voir Keyse S.M. et al . , Proc. 
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Natl. Acad, Sci. USA (1991) 86:99-103). Les HSP forment une 
famille de proteines dont l 1 expression est stimulee par le 
stress (chaleur, hypoxie, oxydation, intoxication par des 
metaux, etc.), comme verifie dans des experimentations 
5 realisees par la demanderesse in vitro sur des cultures de 
macrophages de souris, de chondrocytes humains, et de carti- 
lage isole de la tete femorale de rat. La Figure 2 montre les 
r^sultats d'un "Western blot" (une methode sensible de mesure 
du taux des proteines d'interet) qui analyse 1' expression de 
10 HSP32 (HO-1) et HSP70 apres choc thermique (1 heure a 43°C) 
dans le modele du cartilage de tete femorale de rat (Cont. = 
controle) . 

Les HSP jouent un role tres important dans les mecanismes 
de defense et reparation cellulaire face aux stress. En 

15 particulier, la HO-1 exerce un effet modulateur tres important 
au cours de la reponse inf lammatoire : une elevation du taux 
de l 1 enzyme s 1 accompagne d'une suppression de 1 1 inf lammation, 
tandis qu'une inhibition entraine une augmentation de la 
r6ponse inf lammatoire ( Nature Medicine (1996) 2:87-90). 

20 La decouverte de la HO-1 et 1 T appreciation de ses effets 

ont suggere la possibility d'un controle pharmacologique et 
th£rapeutique de la reponse cellulaire au stress ; en effet, 
il serait avantageux de pouvoir disposer de medicaments 
susceptibles de favoriser et/ou de maintenir l 1 elevation du 

25 taux de l f enzyme HO-1, a utiliser au cours du traitement de 
plusieurs conditions qui induisent un stress cellulaire et 
tissulaire, telles qu 1 observe notamment chez les patients 
immunosupprimes . 

De plus, les mecanismes cellulaires responsables de la 

30 reponse au stress interviennent egalement lors des phdnomlmes 
observes en reponse au transplant d'un tissu ou organe 
( Harrison's Principles of Internal Medicine , 14£me Edition 
(1998), 1760-68). Done, il serait aussi avantageux de disposer 
de medicaments susceptibles de favoriser 1' elevation du taux 

35 de 1 T enzyme HO-1 pour prot6ger l'organisme contre la 
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degradation du greffon observee lors de la transplantation de 
tissus et organes, et utiles pour la prevention et traitement 
des re jets de transplants, 

Les rheines et certains de leurs derives, y compris la 
5 diacerheine, ont ete utilises en medecine humaine et veteri- 
naire comme principes actifs de medicaments. Des proc6d6s de 
preparation ont et<§ mis au point pour obtenir avec un bon 
rendement de la diacerheine de purete compatible avec 1' utili- 
sation dans le domaine pharmaceutique, presentant une tres 

10 faible teneur en aloemodine et autres impuretes indesirables . 

En medecine humaine, la diacerheine a ete administree a 
des patients souffrant d'arthrose, qui presentent des douleurs 
et des difficultes a se deplacer. Par ailleurs, le traitement 
par la diacerheine permet de ralentir la progression de la 

15 maladie arthrosique, avec une bonne s<§curite d'emploi. 
Cependant, la diacerheine ainsi que la rheine ont une activite 
symptomatique anti-inf lammatoire et antalgique moder6e dans la 
phase aigue de l'arthrose (Nguyen et al., Arthritis and 
Rheumatism (1994) 37:529-536). 

20 Or, les travaux et experimentations realises par la 

demanderesse, visant <k 6claircir le mecanisme d r action de la 
diacerheine et de la rheine, ont montr£ de maniere tout a fait 
inattendue que la rh£ine, la diacerheine, et leurs sels ou 
esters ont pour effet de promouvoir signif icativement la 

25 formation de la HO-1, et de favoriser les mecanismes de 
controle de la reponse cellulaire et tissulaire face au 
stress. On a ainsi pu demontrer que 1 1 administration de 
rheine, ou de diacerheine, ou de leurs sels ou esters, a pour 
effet de proteger I'organisme contre les ev£nements deleteres 

30 lies au stress. 

De plus, 1' administration de rheine, ou de diacerheine, 
ou de leurs sels ou esters, a aussi pour effet de proteger 
l'organisme contre la degradation d' organes et tissus, et 
notamment le cartilage, de la part des cellules du systeme 

35 immunitaire, et de controler les phenom^nes qui interviennent 
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en reponse aux transplantations d'organes et de tissus, ce qui 
permet d'envisager leur utilisation dans la prevention et le 
traitement des rejets de greffes d'organes et de tissus. 

La presente invention a done pour objet 1 1 utilisation de 
5 la diacerheine, et plus generalement de la rhdine et des 
derives de rheine, en therapeutique humaine et veterinaire 
dans le traitement des affections necessitant un taux eleve de 
1 ! enzyme heme oxygenase, dans la prevention et 1 1 inhibition 
des effets du stress sur les cellules et les tissus, et pour 
10 la prevention et le traitement des rejets de greffes d'organes 
et tissus. 

L' invention a aussi pour objet 1 1 utilisation de la rheine 
et des derives de la rheine, en particulier la diacerheine, 
pour la fabrication d'un medicament pour le traitement d ! une 
15 condition necessitant un taux elev6 d'h£me oxygenase. 

La rheine et la diacerheine, ainsi que leurs sels et 
esters, s'averent ainsi particulierement avantageux pour 
favoriser ou maintenir un taux elev<§ d'heme oxygenase, dans la 
prevention et l f inhibition des effets du stress sur les 
20 cellules et les tissus, et dans la prevention et le traitement 
des rejets des greffes d'organes et de tissus chez un sujet 
necessitant un tel traitement. 

La rheine et ses derives utilisables dans l f invention, 
notamment la diacerheine, peuvent etre representes par la 
25 formule g£n6rale (I) suivante : 



30 




COOR 



dans laquelle R represent e un atome d'hydrogene, ou un groupe 
alkyle, par exemple un groupe methyle, 6thyle ou propyle, ou 
un atome de metal alcalin ou alcalino-terreux, par exemple un 
35 atome de sodium, de potassium ou de calcium, R x et R 2 , 
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identiques ou differents, representent un groupe hydroxy ou un 
groupe acyloxy de formule R ! -COO- dans laquelle R' est un 
groupe alkyle de 1 a 4 atomes de carbone, par exemple un 
groupe methyle, ethyle ou isopropyle. 

Dans la formule generale (I) ci-dessus, R represente de 
preference un atome d'hydrogene, et Ri et R 2 representent de 
preference un groupe hydroxy ou acetoxy. La formule generale 
(I) ci-dessus dans laquelle R est un atome d'hydrogene et R x 
et R 2 sont un groupe acetoxy -COOCH 3 est celle de la 
diacerheine . 

La diacerheine et la rheine peuvent etre preparees par 
les methodes connues de la technique, et par exemple a partir 
de produits d f extraction d 1 aloes ou de feuille de sene, tels 
que des sennosides, ou par acetylation de barbalolne suivie 
d'une oxydation par 1 1 oxyde de chrome. On peut aussi utiliser 
les proc6des de synthase decrits dans les brevets EP 801639 et 
EP 909268. Ces procedes consistent, par exemple, a effectuer 
une reaction de Diels-Alder sur une naphtoquinone telle que la 
juglone au moyen d'un diene acyclique pour obtenir une 
tetrahydroanthraquinone qui peut etre ais§ment transform6e en 
rheine et diacerheine apres deprotection oxydante. 

La diacerheine obtenue par ces procedes peut §tre 
purifiee si necessaire pour parvenir a un produit repondant 
parfaitement aux normes pharmaceutiques et offrant toutes les 
garanties voulues. Par exemple, on peut utiliser le proced6 de 
purification decrit dans le brevet EP 754173, suivant lequel 
on prepare un sel soluble de diacerheine par action de 
triethylamine et d 1 acetate de potassium, puis on effectue une 
hydrolyse en milieu faiblement acide. 

Les etudes effectuees par la demanderesse pour mettre en 
evidence l'effet de la diacerheine, de la rheine et de leurs 
sels ou esters sur la HO-1 ont et6 r6alis6es en utilisant des 
modeles valides, comme indique ci-apres. 

Les travaux et experimentations in vitro ont utilise les 
modeles suivants: 
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1.- Un modele validE de culture de tissu, et notamment le 
cartilage de tete femorale de rat, traite avec erythrocytes 
(en % w/v) , lysat d' Erythrocytes (3xl0 6 ) , ou hEmoglobine (en 
% w/v), sans et apres stress thermique (Ih a 43°C) . L'inte- 
grite du cartilage a ete mesuree par 1 1 incorporation de 
sulfate radioactif ( 35 S0 4 ; en coups per minutes, CPM) . Dans ce 
modEle, les erythrocytes, le lysat d' Erythrocytes et 1 ! hemo- 
globine provoquent la destruction cellulaire, dEmontrEe par 
une diminution de la viabilite cellulaire et de l 1 incor- 
poration de sulfate radioactif par les cellules, comme le 
montrent les Figures 3 et 4 . 

La Figure 3 montre que les erythrocytes provoquent une 
destruction cellulaire en fonction de leur dose, mise en 
evidence par la diminution de 1 1 incorporation cellulaire de 
sulfate radioactif (modele: cartilage de tete femorale de rat 
avec erythrocytes en %v/v; Cont. = controle: solution sans 
erythrocytes; 35 S0 4 = sulfate radioactif; sem = erreur 
standard) * 

De la meme maniere, la Figure 4 montre que 1 1 hemoglobine 
provoque une destruction cellulaire en fonction de sa dose, 
mise en Evidence par la diminution de 1 ' incorporation 
cellulaire de sulfate radioactif (modele: cartilage de tete 
femorale de rat avec hemoglobine en %v/v; Cont. = controle: 
solution sans hemoglobine; 35 S0 4 = sulfate radioactif; sem » 
erreur standard) . 

Dans ce modele de culture de tissu, les HSP prealablement 
induites par le stress prEviennent la destruction cellulaire, 
comme dEmontrE sur la Figure 5 par une augmentation de 
1 1 incorporation de sulfate radioactif par les cellules 
(modEle: cartilage de tete fEmorale de rat soumis a stress 
thermique (Ih Zl 43°C) et ensuite traitE avec hEmoglobine 
(l%w/v); 35 S0 4 = sulfate radioactif; sem = erreur standard), 
2.- Un modEle validE de culture de cellules, et notamment les 
chondrocytes humains, traitEs avec Erythrocytes (en % w/v), 
lysat d' Erythrocytes (3xl0 6 ), ou hEmoglobine (en % w/v), sans 
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et apr£s stress thermique (lh a 43°C) • L'int6grite cellulaire 
a ete mesuree par la viabilite cellulaire (cellules vivantes 
par rapport au controle) , la presence d'apoptose (fragmen- 
tation nucleaire; en nombre et pourcentage par rapport au 
5 controle), et 1 1 incorporation de sulfate radioactif ( 35 S0 4 ; en 
coups per minutes, CPM) . 

Comme dej& observe pour le cartilage de tete femorale, 
dans ce module aussi les Erythrocytes, le lysat d' erythrocytes 
ou 1 1 hemoglobine provoquent la destruction cellulaire. Par 

10 contre, les HSP induites par un stress previennent cette 
destruction cellulaire et preservent les cellules, comme le 
montre la Figure 6 qui denombre les cellules vivantes (modele: 
chondrocytes humains soumis k stress thermique (lh a 4 3 °C) et 
ensuite traite avec lysat d' erythrocytes (3xl0 6 ) ; sem = 

15 erreur standard) . 

Sur la base de ces experiences, les etudes effectuees par 
la demanderesse ont mis en evidence les effets de la 
diacerheine, de la rheine et de leurs sels ou esters sur 
1' expression de la HO-1, comme illustre en detail ci-apres en 

20 reference aux Figures 7a, 7b et 7c. 

La Figure 7a est un "Western blot 11 (modele: cartilage de 
tete femorale de rat; Cont. = controle; Veh. = solution 
tdmoin; diacerheine: lO^M et lOOyiM) qui montre que la 
diacerheine, par comparaison avec le controle et la solution 

25 temoin, entraine une augmentation de l 1 expression de la HO-1 
en fonction de la dose. 

Les Figures 7b et 7c sont dgalement des "Western blot" de 
cellules (modele: macrophages de souris) cultivees sans et 
avec diacerheine (Figure 7b: colonnes et colonnes "D€", 

30 respectivement) ou rheine (Figure 7c) a une concentration de 
1CT 5 M, et ensuite analysees a 15, 30 et 60 minutes (Figure 
7b) et 0, 15, 30, 60, 120 minutes ainsi que 18 heures (Figure 
7c). L'identite de la proteine d f interet, la HO-1, a 6t6 
confirmee par rapport & son poids mol6culaire (32 kilodalton; 

35 kDa) determine sur une §chelle de reference (premiere colonne 
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a gauche dans les Figures) . Ces resultats demontrent que la 
diacerheine et la rheine entrainent une augmentation de 
l 1 expression de la HO-1 en fonction du temps. 

En utilisant les modules in vitro decrits ci-dessus, les 
5 etudes effectuees par la demanderesse ont aussi demontr6 que 
la diacerheine, la rheine et leurs sels ou esters, en raison 
de leur effet sur la HO-1, preservent l'integrite cellulaire, 
comine illustre en detail sur les Figures 8 et 9 . 

La Figure 8 (modele: chondrocytes humains; lysat = 
10 produit de la lyse de 3xl0 6 erythrocytes; diacerheine: lOOyiM; 
sem = erreur standard) montre que le traitement par la 
diacerheine previent la destruction cellulaire provoquee par 
le lysat d 1 erythrocytes . 

La Figure 9 (modele: chondrocytes humains; lysat = 
15 produit de la lyse de 3xl0 6 erythrocytes; rheine: lOOpM; sem = 
erreur standard) montre que le traitement par la rheine 
pr6vient 1 1 apoptose provoquee par le lysat d ' erythrocytes . 

Les conclusions principales des travaux et experi- 
mentations realises par la demanderesse in vitro avec les 
20 modeles decrits ci-dessus, sur les effets de la diacerheine, 
de la rh6ine et de leurs sels ou esters, sont les suivantes: 

- La diacerheine, la rheine, et leurs sels ou esters 
augmentent de fagon dose - dependante les niveaux de 1 1 enzyme 
HO-1 qui joue un role dans la protection de l'int6grite 

25 cellulaire; 

- Grace a cette augmentation de la HO-1, la diacerheine, 
la rheine, et leurs sels ou esters preservent l'integrite des 
cellules et des tissus face aux reactions deleteres induites 
par le stress; 

30 - La diacerheine, la rheine, et leurs sels ou esters 

previennent 1' apoptose (fragmentation du noyau, suivi par la 
destruction et la mort des cellules) . 

La demanderesse a 6galement realises des travaux et 
experimentations in vivo , avec 1 1 utilisation du module decrit 

35 ci-apres . 
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On a mesure l ! effet de la diacerheine, de la rheine et de 
leurs sels ou esters sur l 1 intensity de la reaction tissulaire 
et des phenom^nes de destruction et re jet a la suite de 1 1 im- 
plantation d'un tissu, en utilisant le module du granulome et 
5 degradation de tissu de rat induites chez la souris (Bottomley 
KM et al., Osteoarthritis and Cartilage (1998) 6: 19-23.). 
La methode comprend les 6tapes suivantes : 

- les tissus isoles (rat Wistar, male) sont places dans du 
coton sterile et implantes en sous-cutane chez des souris TO; 

10 - les implants sous-cutan6s sont conserves sur une p^riode de 
2 semaines; 

- trait ement quotidien des animaux avec diacerheine, rheine et 
leurs sels ou esters, ainsi qu'avec les controles et compa- 
rateurs, aux doses optimales indiquees; 

15 - recuperation du tissu implante et du granulome reactif; 

- mesure du degre de la reponse inf lammatoire tissulaire 
(evaluation des dimensions du granulome, du nombre de cellules 
inflammatoires dans l'exsudat, et du volume de l'exsudat), et 
du re jet (evaluation de la degradation du tissu implante) . 

20 En utilisant le modele decrit ci-dessus, les etudes 

effectuees par la demanderesse ont demontr6 que la diace- 
rheine, la rheine, et leurs sels ou esters diminuent la 
reaction tissulaire (formation du granulome, recrutement de 
cellules inflammatoires, formation d'un exsudat) provoquee par 

25 la transplantation de tissu de rat chez la souris, et 
preservent 1' integrity du tissu transplants, comme illustre en 
detail sur les Figures 10, 11 et 12 ci-apres. 

La Figure 10 montre que le traitement avec la diacerheine 
diminue la reaction tissulaire (formation du granulome 

30 reactif) en fonction de la dose (diacerheine: 5, 15 et 50 
mg/kg, par voie orale; ** difference statistiquement signi- 
ficative par rapport au contr61e : p<0,01). 

La Figure 11 montre que la reaction tissulaire provoquee 
par l 1 implantation de tissu de rat chez la souris est diminu£e 

35 par le traitement avec la diacerheine en fonction de la dose 
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(a gauche sur la Figure 11: nombre de cellules inflamma- 
toires ; & droite : volume de l'exsudat) (Cont.: controle; 
diacerheine : 5, 15 et 50 mg/kg, par voie orale; * difference 
statistiquement significative par rapport au contrdle : 
p<0, 05) . 

La Figure 12 montre que le traitement avec la diacerheine 
preserve l 1 integrity du tissu transplants en fonction de la 
dose de diacerheine, ce qui est mis en Evidence par la 
conservation de la teneur en collagene (a gauche sur la Figure 
12) et en glycosamino-glycane (GAG; a droite) dans le tissu 
transplants (diacerheine: 5, 15 et 50 mg/kg, par voie orale; 
differences statistiquement signif icatives versus controle : 
* p<0, 05: ** p<0,01) • 

Les conclusions principales des travaux et experi- 
mentations sur les effets de la diacerheine, de la rheine, et 
de leurs sels ou esters realises in vivo par la demanderesse 
avec le modele dScrit ci-dessus sont les suivantes: 

- la diacerheine, la rheine, et leurs sels ou esters 
diminuent la reaction tissulaire (dimensions du granulome, 
nombre de cellules inf lammatoires, volume de l'exsudat) 
provoquee par 1 1 implantation du tissu de rat dans la souris ; 

- la diacerheine, la rheine, et leurs sels ou esters 
preservent l'integrite des tissus transplantes face a la 
reaction tissulaire ; 

- la diacerheine, la rheine, et leurs sels ou esters 
previennent la destruction et le re jet du tissu transplants. 

Pour le traitement des phenomSnes inf lammatoires aigus, 
les medicaments le plus largement utilises sont les anti- 
inf lammatoires non steroldiens (AINS) , meme s'ils presentent 
certains effets indSsirables, et en particulier une tendance k 
induire des ulcerations gastriques ou intestinales (Goodman 
and Gilman, The Pharmacological Basis of Therapeutics ; 9Sme 
edition, McGraw Hill) . Ces effets indesirables sont lies a 
1 ! inhibition de l 1 enzyme cyclo-oxygenase-1 (COX-1; isoforme 
constitutive) . 
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La decouverte de I 1 existence d'une autre isoforme de 
1' enzyme cyclo-oxygenase, la cyclo-oxygenase-2 (COX-2; iso- 
forme induite dans 1 1 etablissement de 1 1 inflammation) , a 
ouvert de nouvelles perspectives vers la mise au point de 
5 medicaments potentiellement plus specif iques et plus surs. Les 
AINS disponibles aujourd'hui ont pour effet d'inhiber s<§lecti- 
vement l 1 action de la COX-2, et done d'agir sur 1 1 inflammation 
avec une incidence plus faible d'effets secondaires indesira- 
bles sur le tractus gastro-intestinal sup^rieur. Ainsi, une 

10 nouvelle classe de medicaments, les inhibiteurs de la COX-2 
tels que le celecoxib et le rofecoxib, a 6te dSveloppee pour 
le traitement symptomatique des maladies inf lammatoires . 

Cependant, a ce jour aucun effet favorable sur l 1 enzyme 
heme oxygenase n'a ete observe ni pour les AINS "classiques" 

15 ni pour les inhibiteurs de la COX-2. 

Les etudes r§alisees par la demanderesse ont confirme que 
les AINS classiques ainsi que les inhibiteurs de la COX-2 
diminuent la reaction tissulaire (granulome, infiltration de 
cellules inf lammatoires, exsudat) provoquee par la trans- 

20 plantation de tissu de rat chez la souris. Par contre, ni les 
AINS classiques, ni les inhibiteurs de la COX-2, ne pr6servent 
l'integrite du tissu transplants, contrairement a la rheine et 
la diacerh^ine, corame les montrent les Figures 13, 14 et 15 
ci-jointes . 

25 La Figure 13 montre la comparaison des ef fets du 

traitement avec un inhibiteur de la COX-2 (le rofecoxib) d'une 
part, et la diacerheine d ! autre part, sur la diminution de la 
reaction tissulaire (formation d ! un granulome reactif) 
provoquee par 1 1 implantation de tissu de rat chez la souris 

30 (diacerheine: 5, 15 et 50 mg/Kg, et rofecoxib: 3 mg/kg, par 
voie orale; differences statistiquement signif icatives par 
rapport au controle: * p<0,05; ** p<0,01). 

La Figure 14 permet de comparer les effets du traitement 
avec le rofecoxib d'une part, la diacerheine d T autre part, sur 

35 la diminution de la reaction tissulaire provoquee par 
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1' implantation de tissu de rat chez la souris. Le graphique de 
gauche illustrel 1 infiltration cellulaire, et celui de droite 
le volume de l'exsudat (Cont.: contr61e; DAR : diacerheine: 2, 
10 et 50 mg/kg, et rofecoxib: 3 mg/Kg, par voie orale; 
difference statistiquement significative par rapport au 
controle: * p<0,05). 

La Figure 15 permet de comparer les differences des 
effets du traitement avec le rofecoxib d'une part, la diace- 
rheine d f autre part, sur la preservation de l'integrite du 
tissu transplants. Le graphique de gauche correspond a la 
teneur en collagene, celui de droit a la teneur en glycosa- 
mino-glycane (GAG) dans le tissu (diacerheine: 5, 15 et 
50 mg/Kg, et rofecoxib: 3 mg/Kg, par voie orale; differences 
statistiquement signif icatives versus controle: *p<0,05: 
**p<0,01) . 

Les resultats obtenus montrent que la diacerheine et la 
rheine ont des propri6tes signif icativement differentes de 
celles d'autres medicaments, tels que les anti-inf lammatoires 
non steroldiens (AINS) classiques et les inhibiteurs de la 
COX-2, notamment sur la preservation d'un tissu transplants et 
le rejet de ce tissu. 

Conformement a la presente invention, il peut etre utile 
d'associer la diacerheine, ou la rheine, ou leurs sels et 
esters, a un AINS classique ou a un inhibiteur de la COX-2, 
dont les actions peuvent etre complSmentaires, selon la 
pathologie traitSe. Ainsi la diacerheine peur etre associee a 
un AINS tel que le diclofenac k une dose comprise entre 25 et 
150 mg par jour, ou a un inhibiteur de la COX-2 comme le 
rofecoxib k une dose comprise entre 10 et 50 mg par jour. 

Comme indique precedemment , la diacerheine, la rheine, 
ainsi que leurs sels et esters, peuvent etre avantageusement 
utilises en th6rapeutique humaine et veterinaire pour le 
traitement des affections necessitant un taux eiev6 de 
1' enzyme heme oxygenase, dans la prevention et 1' inhibition 
des effets du stress sur les cellules et les tissus, et pour 
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la prevention et le traitement ciu re jet des transplantations 
de tissus et d'organes. A titre d f exemple, leur utilisation 
aux doses indiqu^es est tout particulierement utile pour le 
traitement des affections indiquees ci-apr£s. 
5 - les inflammations associ^es au diabete Type I et II , 

telles que neuropathie periph6rique et ulcere chronique cutane 

- la d6generescence maculaire 

- la retinite, 

- l'uveite intermediaire ou posterieure non infectieuse 
10 - le glaucome 

- les "connectivites" (comme le lupus erythemateux, la 
sclerodermie, la sarcoidose) 

- l T 6rytheme noueux et la dermite atopique de l'adulte, 
en cas d' inef f icacit6, intolerance ou contre-indication des 

15 traitements classiques (phototherapie et/ou photochimiothd- 
rapie) 

- la myastenie et la mucoviscidose 

- la sinusite chronique, la bronchite chronique obstruc- 
tive, les bronchiectasies 

20 ~ la tuberculose (avec ses localisations pulmonaire, 

renale, osseuse) et la prevention de la formation du granulome 
(comme dans les parasitoses, la leishmaniose, la pneumo- 
coniose) 

- l'hepatite chronique (d'origine virale, alcoolique) , la 
25 pancreatite chronique 

- la glom£rulon6phrite, le syndrome nephrotique et la 
toxdmie ("uremie") du patient en dialyse renale 

- les infections opportunistes de patients immuno- 
supprimes et "grands brules", 1 ' osteomyelite 

30 - les anemies hemolytiques, la drepanocytose, 1 1 hemar- 

throse 

- le developpement de la plaque atheromateuse, 1' ictus 
hemorragique, la thrombophlebite 

- l'aplasie m6dullaire acquise (meme si b6n£ficiant d'une 
35 greffe de moelle osseuse allogenique) 
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- la prevention du rejet d'un tissu (cartilage, peau, 
moelle osseuse) ou organe (foie, rein, creur) transplants 

- la prevention du rejet du greffon, et du rejet apr&s 
greffe, y compris £ la phase initiale de transplantation 

5 hepatique, ainsi que le traitement preventif ou curatif de la 
maladie du greffon contre l'hote 

- le traitement du rejet, notamment chez des patients 
initialement traites par des protocoles immunosuppresseurs . 

La diacerheine et la rheine possedent une faible solu- 

10 bilite dans l'eau et dans les alcools, et sont done de 
preference administrees par voie orale. Les formes d' adminis- 
tration par voie orale usuelles dans le domaine pharmaceu- 
tiques sont ad<§quates, et par exemple, on peut administrer le 
medicament sous forme de comprimes, de gelules ou de capsules 

15 molles de gelatine, ou toute autre forme galenique appropriee. 

Une forme d T administration particulierement appropriee 
est celle decrite dans le brevet EP 8 62423 decrivant des 
capsules ou gSlules dans lesquelles la diacerheine est 
melangee £ une huile liquide et un surfactif non ionique, 

20 permettant d'obtenir une bonne biodisponibilite . Une autre 
forme utilisable dans l f invention, decrite dans le brevet 
US 6124358, est pr6par£e par comicronisation de la rheine ou 
de la diacerheine avec un lauryl sulfate, par exemple le 
lauryl sulfate de sodium. 

25 La posologie est determinate par le praticien en fonction 

de l f 6tat du patient, mais elle est generalement comprise 
entre 25 mg et 500 mg par jour, de preference entre 50 mg et 
100 mg par jour. Elle est relativement independante du poids 
du patient, chez l f adulte. Les doses unitaires, pour adminis- 

30 tration par voie orale, sont g£n6ralement comprises entre 
25 mg et 50 mg. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation de la rheine et de derives de rheine en 
therapeutique humaine ou veterinaire pour le traitement d'une 
affection necessitant une elevation du taux de 1' enzyme heme 
oxygenase . 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee 
en ce que la rheine et le derive de rheine sont repr^sentes 
par la formule generale (I) : 



R, O 



10 




dans laquelle R represent e un atome d'hydrogene, ou un groupe 
15 alkyle, ou un atome de metal alcalin ou alcalino-terreux, R a 
et R 2 , identiques ou differents, representent un groupe 
hydroxy ou un groupe acyloxy de formule R'-COO- dans laquelle 
R 1 est un groupe alkyle de 1 a 4 atomes de carbone. 

3. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee 
20 en ce que le derive est la rh6ine ou la diacerheine. 

4. Utilisation selon l'une quelconque des revendica- 
tions prdcedentes, caracterisee en ce que le derive de rheine 
est administre a raison de 25 a 500 mg par jour. 

5. Utilisation selon l'une quelconque des revendica- 
25 tions pr<§cedentes, caracterisee en ce que le derive de rheine 

est sous forme administrable par voie orale. 

6. Utilisation de la rheine et de derives de rheine 
pour la fabrication d'un medicament pour le traitement d'une 
affection necessitant une elevation du taux de 1' enzyme heme 

30 oxygenase. 

7. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee 
en ce que la rheine et le derive de rheine sont repr6sentes 
par la formule generale (I) : 
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R, O R 2 




10 dans laquelle R represent e un atome d ' hydrogene, ou un groupe 
alkyle, ou un atome de metal alcalin ou alcalino-terreux, Ri 
et R 2 , identiques ou differents, repr6sentent un groupe 
hydroxy ou un groupe acyloxy de formule R'-COO- dans laquelle 
R 1 est un groupe alkyle de 1 a 4 atomes de carbone. 

15 8. Utilisation selon la revendication 7, caracterisee 

en ce que le derive est la rheine ou la diacerheine. 

9. Utilisation selon I'une quelconque des revendica- 
tions 6 a 8, caracterisee en ce que le derive de rheine est 
administre & raison de 25 a 500 mg par jour. 

20 10. Utilisation selon 1 1 une quelconque des revendica- 

tions 6 a 9, caracterisee en ce que le derive de rheine est 
sous forme administrable par voie orale. 

11. Utilisation selon la revendication 10, caracterisee 
en ce que la dose unitaire est comprise entre 25 mg et 50 mg. 

25 12. Utilisation selon l'une quelconque des revendica- 

tions 6 a 11, caracterisee en ce que le d6rive de rheine est 
associe A un anti-inf lammatoire non steroldien (AINS) ou a un 
inhibiteur de COX-2. 

13. Utilisation selon l'une quelconque des revendica- 
30 tions 6 a 12, caracterisee en ce que le traitement est destine 

£ soigner ou pr6venir les re jets de transplants. 

14. Utilisation selon l ! une quelconque des revendica- 
tions 6 a 12, caracterisee en ce que le traitement est destine 
a la prevention et a l 1 inhibition des effets du stress sur les 

35 cellules et les tissus. 
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been established need not be the subject of an international preliminary 
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policy when acting as an International Preliminary Examining Authority is 
normally not to carry out a preliminary examination on matter which has not 
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amended following receipt of the search report or during any Chapter II 
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1 — 1 de recherche Internationale ne porte que sur rinventlon mentlonnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n 08 



Remarque quant a la reserve | | Les taxes additlonnelles etalent aocompagnees cfune reserve de la part du deposan :. 

| [ Le palement des taxes additlonnelles n'etait assort! d'aucune reserve. 
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SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDtQUES SUR PCT/ISA/ 210 
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Les revendi cations 1-12,14 presentes ont trait a des utilisations 
therapeutiques definies en faisant reference a une caracteristique 
souhaitable, a savoir "Velevation du taux de HO-l". 
Les revendi cations couvrent toutes les affections potent 1 el lement 
couvertes par cette caracteristique Pharmacol ogique alors que la demande 
ne fournit un fondement au sens de V Article 6 PCT et/ou un expose au 
sens de TArticle 5 PCT que pour un nombre tres limite de tels maladies. 
De plus, 11 convient de noter qu* un nouveau mecanlsme d' action 
Pharmacol ogique ne peut pas se substltuer a une nouvelle utilisation 
medical e pour des composes connus, car il n'ouvre pas en lui-m§me une 
nouvelle fen§tre therapeutique et conduit a un manque de clarte tel que a 
per sonne de Tart ne peut raisonnablement pas connattre Tetendue des 
utilisations specifiques potentielles. 

Dans le cas present, les revendi cat ions manquent de fondement et de 
clarte et la demande manque d' expose a un point tel qu'une recherche 
significative sur tout le spectre couvert par les revendications est 
impossible. 

En consequence, la recherche n'a £te effectuee que pour les parties des 
revendications dont Vobjet apparaTt etre clair, fonde et suffisamment 
expose, a savoire les parties concernant les re jets de 
greffes/transplants, les maladies articulalres (inflammatoires ou non), 
tout en tenant compte du concept invent if de la demande. 

L'attention du deposant est att1r£e sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabll ne peuvent faire 
obllgatoirement I'objet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par I'OEB 
agissant en quallte d* administration chargee de Vexamen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n' ayant pas fait Tobjet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les revendications 
alent ou n'aient pas ete modlfiees, solt apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 
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